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Summary: The epitopes of four anti-vWF monoclonal antibodies (MoAbs)， which inhibit 
antibiotic ristocetin induced vWF binding to GP Ib， were investigated and compared with each 
other. MoAb NMC-4 completely inhibited both the vWF bindings to GP Ib expressed by ristocetin 
and snake venom botrocetin at th巴 finalconcentrations of 10μg/ ml. Another MoAb RFF -VIII 
RAG: 1 also completely inhibited ristocetin-induced vWF binding at the IgG concentration of 10μg 
/ml， but showed a partial inhibition (75% at the IgG concentlation of 100 μg/ml) on botrocetin 
-induced binding. Two other MoAbs， RG46 and 52-K8， inhibited ristoc巴tin-inducedvWF binding 
at the inhibition constant by 50% of 90μg/ml and 30μg/ml respectively， but without effect on 
botrocetin-induced vWF binding. 
Using the radiolabelled NMC-4 and its binding to vWF immobilized to plastic tubes， the 
competitive binding assay was performed. In this assay， cold NMC-4 clearly displaced ('25I) NMC 
-4 binding to solid-phase vWF， and RFF -VIIIRAG : 1 partially blocked the binding (60% at the IgG 
concentration of 100μg/ml)， whereas neither RG46 nor 52K-8 blocked this binding. These results 
indicated that the epitopes of NMC-4 and RFF-VIIIRAG: 1 are in close proximity， but those of 
RG46 and 52K-8 are different， suggesting the epitope heterogeneity of anti-vWF MoAbs which 
inhibit ristocetin-induced vWF binding. 
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1) vWF の純化田市販第四I因子濃縮製剤 (Armour
Pharmaceutical， Kankakee， IL)より免疫吸着体を用い
純化した vWFを Dr.Zimmermann (Scripps clinic， 
USA)より提供された.またすべてのマルチマー型を有
すや nativevWFは有効期限を過ぎた中間型第VI因子
濃縮製剤 RCG-5よりゼラチンアガロースカラム， 40% 
飽和硫安沈澱および Sepharose4 B カラムを用いて精
製した.
2) Botrocetinの部分純化:西尾の方法川こ準じ，粗製
bothrops jararaca venom (Sigma Co.)より純化した.
3)マウスモノクロ一ナノレ抗体 抗 vWFモノクロ一
ナノレ抗体 NMC-4は教室の嶋ら4)が作成した. RFF-VIII 
RAG: 1は Dr.Tuddenhum (Royal Free Hospital， 
England)より恵与された.52/48 kDaフラグメントの
N 末側及び C末側を各々認識する 2穫のモノクローナ
興(他 8名〉
ノレ抗体 RG-46および52K-8は Dr. Zimmerman 






6) 1odination 各々の蛋白は Frank巴rand Speack 
の方法6)に準じ 1odogen法にて 1251標識を行なった.
7) Binding inhibition assay ・ホノレマリン固定血小






2-2-9を終濃度 50μg/mlとなるように 0.1M 重炭酸
緩衝液 (pH9.6)にて希釈してシオノギチュープに 500
μlずつ分注し， 4"Cで一昼夜コーティングした.ついで
1mlの1% bovine serum albumin (BSA)含 O.OlM
リン酸緩衝液 (pH7.2)で3回洗浄し，洗浄液を十分に
除いた後， 4 % BSA合 0.01M リン酸緩衝液 (pH7.2) 
で終濃度 10μg/mlに希釈した純化 vWFを300μlず
つ分注し再び 4"Cで一昼夜放置した.再び洗浄用の緩衝
液各 1mlで3回洗浄し，終濃度が各々 100，50， 10， 
5， 1， 0.5， 0.1， 0.05， 0.01μg/mlとなるように洗
浄用緩衝液で希釈したモノクロ一ナノレ抗体 (NMC-4，












方，同じく R1PAを抑制する抗体 RFFー判1RAG; 1 f:t
ristocetinによる vWF結合を同濃度で完全に抑制する
も， botrocetinによる vWF結合の抑制は部分的で， 100 
μg IgG/mlで75%阻害にとどまった.また R1PAを
抑制する抗 52/48kDaフラグメントモノクロ一ナノレ抗
Ristocetin血小板凝集を抑制する抗 vonWillebrand因子モノクロ一ナノレ抗体の多様性 (799) 









たが， RFF-Vlll RAG: 1ではその結合は 100μglgG/ml
で 60%阻害され部分的に抑制されるにすぎなかった.ま









kDa の doublet peptide が ristocetin および蛇毒
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した.一方，教室の嶋ら句:作製した抗 vWFモノグロ一
ナノレ抗体 5種 (NMC-l-NMC-5)のうち RIPAを抑制





構造に依存していることを確認した. Dr. Turddenhum 
より供与された抗 vWFモノクロ一ナノレ抗体 RFF-VIll








を非標識 NMC-4，RFF-Vlll RAG: 1さらに抗 52/48
kDaフラグメントモノクロ一ナノレ抗体の RG-46，52 K 
8について検討した.非標識 NMC-4は1251-NMC-4の
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Fig. 1. lnhibitory effect of four anti-vWF monoclonal antibodies 
(NMC-4， RFF-VIIIRAG-l， RG46， and 52K-8; from left to 
right) on ristocetin-(top) or botroc巴tin-(bottom) induced 








































Fig. 2. Binding of ('25I) NMC-4 (IgG) to solid-phase vWF. ('25I) 
NMC-4 (0.14μg IgG/mJ) was added to the vWF-coating 
plastic tubes with or without competing ligants (IgGs) from 
RG46， 52K-8， and RFF-VJIIRAG・1.After incubation， the tubes 
were washed and the radioactivity bound to the solid-phas巴













Fig. 3. Epitopes of the four anti-vWF monoc1onal antibodies (NMC 
4，. RFF-VIIIRAG: 1， RG46， and 52K-8)， which inhibited ris-
toc巴tin-inducedplatelet aggulutination and vWF binding to 
platelet GP lb. 
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